Praktikum Biologen Gruppe B5

Versuch | Betreuer Experiment Raum | Tag Zeit
BR1 & |Langhammer |Escherichia coli: 106 17.3. |13-17
BR2 Komplementationsanalyse von (P2) |(Mo)
Lac-Mutanten
Escherichia coli: Hfr-Kreuzung
BO2 Quint Bakteriophagen als genetisches | 108 18.3. |13-17
Modellsystem (P1) |(Di)
RE1 Reuter/ Analyse X-chromosomaler 108 19.3. |8-12
Mietzsch Erbgénge bei Drosophila (P1) [ (Mi)
RE2 Dorn/Fischer | DNA-Fingerprintanalyse 106 19.3. |13-17
(P2) | (Mi)
BO1 Blttner/ Marker-gestutzte Analyse eines | 106 20.3. [8-12
Lahaye "segregierenden™ Locus im (P2) |(Do)
Modellsystem Tomate
BR1 & |Langhammer |Escherichia coli: 108 20.3. |13-17
BR2 Komplementationsanalyse von (P1) |(Do)

Lac-Mutanten
Escherichia coli: Hfr-Kreuzung
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Konzepte:

mmm) \/orwarts-/Rickwarts-Mutationen

mmm) Somatische Zellen oder Keimzellen
mmm) | oss-of-function/gain-of-function

mmm) Mutagenese



Loss-of-function”“-Mutationen treten haufiger auf als , gain-of-function“-Mutationen.
Sind Sie mit dieser Aussage einverstanden? Warum?

DNA

Components of protein active site

Promoter l Intron l I
5 e ' 3° Wild type
Exon Exon
—_ e —T— e m2: null
e e — o e m3: null
—_— e J— T O ——— mé4: leaky
_ e S— T e ——— M5 silent

—_— — O e ————— m6: null

m2 Active site

Protein inid

O = mutant site



2. Definieren Sie die Begriffe ,Transition” und ,Transversion” und geben Sie Beispiele.

Table 14-2 Point Mutations at the Molecular Level

Type of mutation Result and examples
At DNA level
Transition Purine replaced by a different purine, or pyrimidine replaced by a different pyrimidine:

AeT—=2G E—G " E—2A+T ECeolG——T+ A T:A—>C:G

Transversion Purine replaced by a pyrimidine, or pyrimidine replaced by a purine:

A:T—=E«G HK:T—>3Ta B-LC—FT-A GrLE—3L: 6
Tefr—sfis i ToA—=EpT LeB—f+«T L+ LE—%G 4

7 8
Transitions Possible R Transversions E
base changes A —
A — —l A—sT
AO0—A0 = || AO—Q =
Purine Purine Purine Pyrimidine G — T

@—0 —=| @ —aD:=:
C——=T T——=A

Pyrimidine Pyrimidine Pyrimidine Purine T ——=(




a) Was ist eine ,Nonsense“-Mutation?

b) Welchen Einfluss haben ,Nonsense“-Mutationen auf die Lange der mRNA?

c) Welchen Einfluss haben , Nonsense“-Mutationen auf die Lange und Funktion des
kodierten Proteins?

d) Die folgende Sequenz entstammt dem kodierenden Strang eines Gens. Listen Sie alle
moglichen Punktmutationen auf, die zu einer ,Nonsense“~-Mutation fihren wirden.
5’ ATG CTG AGA TGC GAA CAG GAC 3’

STOP Codons — TAG = amber (bernstein)
Wild-type gene  Nonsense mutation TAA = ochre (ocker)
(e.g.,, CAA—TAA) TGA = opal
SINNANNNINANANTNANNNN /M\YAY}\VAV}\\C}\YAVM

v ¥ 57 ATG CTG AGA TGC GAA CAG GAC 3

mRNA ANANANNNAANNA AAANNNNANN A SN ~o
R 7 W QML o

\ 4 v ¢” l,ll \\ \ ~§§\ ~~~‘~

Protein ~~

.................... 27 Ry N, SR, ~
57 ATG CTG A(to T)GA TGC(to A) G(to T)AA 'C(to T)AG GAC 3°

= Mutational site N- Northern blot W =Western blot
(RNA) (protein)



4. \Welche Typen von Punktmutationen kennen Sie?

Table 14-2 Point Mutations at the Molecular Level

Type of mutation Result and examples
At DNA level
Transition Purine replaced by a different purine, or pyrimidine replaced by a different pyrimidine:

ReT—al el 1 O—eAsT Crl——Trh TrAhA—U26

Transversion Purine replaced by a pyrimidine, or pyrimidine replaced by a purine:

A-T—C-8 K- -T—3T~8 G-~L—2T-A EG-L—3L-6
TeA—Geol T-A—A:T QCo¢eG—AT C:rG—G:-C

Indel Addition or deletion of one or more base pairs of DNA (inserted or deleted bases are
underlined):

AAGACTCCT—=AAGAGUTCCT
AAGACTCCT — AAACTCCT



4. \Welche Typen von Punktmutationen kennen Sie?

Table 14-2 Point Mutations at the Molecular Level

Type of mutation

Result and examples

At protein level

Synonymous mutation

= Stille Mutation

Codons specify the same amino acid:

AGG — CGG
Arg Arg

Missense mutation
Conservative missense mutation

= Neutrale Mutation

Nonconservative missense mutation

Codon specifies a different amino acid
Codon specifies chemically similar amino acid:

AAA — AGA
Lys Arg
(basic) (basic)

Does not alter protein function in many cases

Codon specifies chemically dissimilar amino acid:

UUU — UCU
Hydrophobic Polar
phenylalanine serine
Nonsense mutation Codon signals chain termination:
CAG— UAG
Gln Amber
termination
codon

Frameshift mutation

One base-pair addition (underlined)
AAG ACT CCT——AAG AGC TCC T..

One base-pair deletion (underlined)
AANG ACT CCT—=AAA CTC CT.




Wild-typegene  Missense mutation Nonsense mutation Frameshift mutation Regulatory region

(e.g.,G-C—A-T) (e.g., CAA—TAA) (e.g., +A) mutation

\/ 4 \
mRNA AV ANV Y VYV VYV VVVN AV No mRNA

\ 4 \ 4 4 \ 4 4
PIOTOIN | commrsommmemeces ~~ sosonmessiiliiioonsy.  owmonsenellE. =~ onspmercisiilll No protein
N w N w N W N w N w

i | 4
B

= Mutational site N = Northernblot W =Western blot f = Unpredictable migration
(RNA) (protein)



5. Wie kann der Phanotyp einer Mutante zum Wildtyp-Phanotyp revertieren?

Reverse Mutationen
Exakte Reversion

Aquivalente Reversion

Intragenische Suppressormutationen

Extragenische Suppressormutationen

AAA - GAA 2 AAA

revertiertes Codon kodiert gleiche As

Frameshift an anderer Stelle

,Second site” Missense-Mutation, die die
Wildtyp-Konformation des Proteins wieder-
herstellt

Mutationen in tRNA-Anticodonloop, so dass
trotz Mutation die richtige As eingebaut wird

Nonsense-Suppressoren
Missense-Suppressoren

Frameshift-Suppressoren



6. Beschreiben Sie fur jedes der folgende Mutagene, zu welchen DNA-Schaden und zu
welchen Mutationen es fuhrt.

a) Acridinorange

b) Ethylmethansulfonat (EMS)

c) 2-Aminopurin (2AP)

d) UV-Licht
Acridinorange interkalierende Substanz, fiihrt zu Nukleotidinsertionen oder -deletionen
H5C CH,

Acridine orange

Nitrogenous
bases

Inseriert zwischen benachbarte Basen
— stort die 3-D Struktur der Helix

- verursacht Einzelnukleotid-
Insertionen/—Deletionen wahrend der
Replikation

Intercalated
molecule




EMS verursacht Transitionen durch Alkylierung von Basen (meist G)

H3C - CHZ
\
(o) (0]
fN KN
N / 6\NH N / SN
4 7 EMS gt GC2> AT
= 2 n={
N—H N—H--0
/ /
H H
Guanine 0-6-Ethylguanine Thymine
2AP Basenanalog, inseriert statt A und kann neben T auch mit C paaren

AT>GC

Thymine Protonated Cytosine
2-AP



H

y
) H,N H
= N Z N
H2£HN> L/f\lkli'\P

2-Aminopurine Adenine




UV-Licht verursacht Entstehung von Pyrimidin-Dimeren

— praktisch = Deletion einer Base
— DNA Pol Il kann nicht weiterlesen
— SOS Repair System = hohe Fehlerrate!

~ :
CH3  Cyclob

iring __

i




SOS System RecA signalisiert UmuC +
UmuD Synthese

DNA Pol llI'z6gert’
bei Erkennen des

Ssb bindet an l T-C Photodimers
einzelstrangige DNA
downstream von T-C F‘ecAﬁ A DNA Polymerase Il

N\ M.I& D00T1CO0O AN UANANY

UmuD

UmuD bindet an RecA und

wird von RecA geschnitten \\iﬂ;'.‘..( ) % )TC&\ AN ANANY

- UmuD’
\ UmuD'

N\VEEEERE S SO AN AN VAN

UmuD’ rekrutiert UmuC Qe

= UmuD‘-UmuC Komplex \\y‘..‘“ Bt )Tc(r” j{) ANTANVANY

ermoglicht Replikation

uber T-C hinweg \

N\

A VANANANAN AN

Aber: hohe Fehlerrate!



7. Sie besitzen einen E. coli-Stamm, der aufgrund der Gegenwart des str?-Gens resistent
gegen Streptomycin ist. Sie mochten nun Mutanten konstruieren, die aufgrund von Punkt-
mutationen im str?-Gen suszeptibel gegeniiber Streptomycin sind. Wie gehen Sie vor?

1. Mutationen induzieren = z.B. Ems-Behandlung von strf-E.coli-Stamm

2. Auf Agar ausplattieren Velvet surface

/ Y (stcrilized)

3. Replikaplattierung

| Handle
¥

[

[ ® @

B g
Pressed on master Then presSed on replica
plate containing plate that distinguishes wild

grown colonies and mutant genotypes



7. Sie besitzen einen E. coli-Stamm, der aufgrund der Gegenwart des stri-Gens resistent
gegen Streptomycin ist. Sie mochten nun Mutanten konstruieren, die aufgrund von Punkt-
mutationen im str?-Gen suszeptibel gegeniiber Streptomycin sind. Wie gehen Sie vor?

1. Mutationen induzieren = z.B. Ems-Behandlung von strf-E.coli-Stamm

2. Auf Agar ausplattieren

3. Replikaplattierung




7. Sie besitzen einen E. coli-Stamm, der aufgrund der Gegenwart des stri-Gens resistent
gegen Streptomycin ist. Sie mochten nun Mutanten konstruieren, die aufgrund von Punkt-
mutationen im str?-Gen suszeptibel gegeniiber Streptomycin sind. Wie gehen Sie vor?

1. Mutationen induzieren = z.B. Ems-Behandlung von strf-E.coli-Stamm

2. Auf Agar ausplattieren

3. Replikaplattierung

4. ldentifizierung suszeptibler Kolonien




8. Eine bestimmte Pflanzensorte besitzt normalerweise das Pigment Anthocyanin, welches
purpurfarbene Bliten bedingt. Das Allel A ist essentiell fir die Anthocyanin-Synthese, das
rezessive Allel a dagegen fihrt in einer Homozygote zu einer Pflanze, welche kein
Anthocyanin enthalt. Es gibt ein weiteres Allel a¥, welches in hoher Frequenz zu A
revertiert.

a) Welche Phdnotypen wiirden Sie in Pflanzen des Genotyps 1) a¥/aY, 2) a¥/a und
3) A/a erwarten?

b) Wie kdnnen Sie bestatigen, dass es sich bei den Reversionen tatsachlich um Mutationen
handelt?

a'/a¥ ——— weiRe Bliiten mit purpurnen Sektoren

aY/a > wie a!/aY, aber weniger Farbe

Afa¥ — WT




8. Eine bestimmte Pflanzensorte besitzt normalerweise das Pigment Anthocyanin, welches
purpurfarbene Bliten bedingt. Das Allel A ist essentiell fir die Anthocyanin-Synthese, das
rezessive Allel a dagegen fihrt in einer Homozygote zu einer Pflanze, welche kein
Anthocyanin enthalt. Es gibt ein weiteres Allel a¥, welches in hoher Frequenz zu A
revertiert.

a) Welche Phanotypen wirden Sie in Pflanzen des Genotyps 1) a¥/a, 2) a¥/a und
3) A/a¥ erwarten?

b) Wie kdonnen Sie bestatigen, dass es sich bei den Reversionen tatsachlich um
Mutationen handelt?

- Zellen aus dem Farbsektor entnehmen und in vitro Pflanze kultivieren = somatische Zellen

Mutation

“\@

keine Mutation



8. Eine bestimmte Pflanzensorte besitzt normalerweise das Pigment Anthocyanin, welches
purpurfarbene Bliten bedingt. Das Allel A ist essentiell fiir die Anthocyanin-Synthese, das
rezessive Allel a dagegen fihrt in einer Homozygote zu einer Pflanze, welche kein
Anthocyanin enthalt. Es gibt ein weiteres Allel a¥, welches in hoher Frequenz zu A
revertiert.

a) Welche Phanotypen wirden Sie in Pflanzen des Genotyps 1) a¥/a, 2) a¥/a und
3) A/a¥ erwarten?

b) Wie kdonnen Sie bestatigen, dass es sich bei den Reversionen tatsachlich um
Mutationen handelt?

- Zellen aus dem Farbsektor entnehmen und in vitro Pflanze kultivieren = somatische Zellen

- Revertante Pflanze mit a/a Anthocyanin Mutante kreuzen = somatische Zellen

Revertante * % Anthocyanin Mutante
Aa X aa

F1 Aa : aa
1:1

* %



9. Definieren Sie folgende Begriffe:
a) Monoploidie
b) Euploidie
c) Autopolyploidie
d) Allopolyploidie

Ploidie = Anzahl homologer Chromosomensétze in einer Zelle

Monoploidie - einfacher Chromosomensatz (z.B. Fungi, mannl. Bienen)
Euploidie - Vervielfachung oder Reduzierung kompletter
Chromosomensatze
- Autopolyploidie : Vervielfachung kompletter, arteigener
Chromosomensatze

z.B. Zuckerribe (wird triploid angebaut, weil hochster
Ertrag, aber steril > Chromosomenpaarung wahrend
Meiose gestort = Saatgut muss aus Kreuzung von
diploidem mit tetraploidem Elter produziert werden)

- Allopolyploidie : Vervielfachung kompletter, aber aus
verschiedenen Arten stammender Chromosomensatze



Allopolyploidie : Vervielfachung kompletter, aber aus verschiedenen Arten stammender
Chromosomensatze = z.B. Weizen oder Brassica

/| Cultivated as

i A wild diploid wheat| , |A wild diploid wheat
¢7/| Einkorn wheat

- T. monococcum possibly T. searsii
AA BB

(x2)

|
A wild tetrapoloid wheat
T. turgidum
AABB

|

4 A wild diploid wheat | . | Cultivated 10,000 yr

T. tauschii B.P.as Emmer wheat
DD AABB

(x 2; ~ 8000 yrago)
L

Hexaploid wheat
TI. aestivum
AABBDD




B.oleracea,
2n=18
Cabbage
Cauliflower
Broccoli
Kale
Kohlrabi
Brussels sprouts

B. carinata,
2n=34

2n =38

Abyssinian mustard Rutabaga
5 Oil rape
n=8
Baigral = B. campestris,
2n =g16 d2 p=8 n=10 2n =20 9z
Black mustard \|/i= — || B.juncea, “— | Chinese cabbage |
g 2n =36 Turnip

Leaf mustard Turnip rape




